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Every patient who went through the experience of receiving someone else’s organ, 
whether one or many, was a puzzle.  
It was not just the acquisition of a new part;  the rest of the body had to change in many 
ways before the gift could be accepted. 
It was necessary for the mind to see the world in a different way.  
 
Thomas E. Starzl, The Puzzle People. 
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INTRODUZIONE 
 
La mortalità entro il primo anno dopo un trapianto di fegato è correlata prevalentemente 
a cause infettive, disfunzione primaria del graft, rigetto acuto e complicanze chirurgiche
1
. 
L’immunosoppressione gioca un ruolo spesso decisivo nella maggior parte delle cause di 
decesso (40-70%)
1-3
. Pertanto, sarebbe auspicabile ritagliare una terapia 
immunosoppressiva  personalizzata per il singolo paziente basata sul reale assetto del suo 
sistema immunitario. Nonostante i numerosi studi presenti in letteratura sull’argomento, 
non esistono al momento dei riferimenti chiari su quali metodiche siano affidabili per 
determinare lo stato immunologico del ricevente e quale sia l’andamento nel post-
trapianto dei più comuni marker immunologici utilizzati nella pratica clinica
1
. 
Pertanto, abbiamo inteso definire tramite uno studio prospettico quale sia l’andamento 
di questi stessi marker nei primi 21 giorni post-trapianto in pazienti trapiantati di fegato 
presso il centro trapianti di Pisa e sottoposti ad un regime immunosoppressivo 
standardizzato. Lo scopo dello studio è stato quindi quello di monitorare il 
comportamento del sistema immunitario sulla base dell’andamento di un gruppo di 
biomarker comunemente dosati in tutti i laboratori per indagare sia la parte adattiva che 
quella innata del sistema immunitario. 
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IMMUNOLOGIA DEI TRAPIANTI 
 
Il trapianto è una procedura chirurgica con cui si prelevano da un individuo cellule, tessuti 
oppure organi e si trasferiscono in un individuo diverso. L’individuo che fornisce il 
trapianto è detto donatore e quello che lo riceve è detto ricevente o ospite. Un 
importante fattore che limita il successo del trapianto è la risposta immunitaria del 
ricevente contro il tessuto del donatore. Numerose evidenze sperimentali hanno indicato 
che il rigetto del tessuto trapiantato è causato da una risposta immunitaria specifica
4
. 
A seconda delle caratteristiche donatore-ricevente si possono distinguere le seguenti 
modalità di trapianto: 
• Trapianto autologo (Autotrapianto): cellule, tessuti od organi prelevati da un 
paziente vengono ritrapiantati nello stesso individuo. 
• Trapianto allogenico (Allotrapianto): trapianto di cellule, tessuti od organi tra due 
individui diversi appartenenti alla stessa specie. Si tratta del tipo di trapianto più 
frequentemente effettuato nella pratica clinica. 
• Trapianto singenico (Isotrapianto): tipo di allotrapianto in cui il donatore ed il 
ricevente sono geneticamente identici (gemelli omozigoti); il sistema immunitario 
del paziente trapiantato riconosce come self l'organo ricevuto e non scatena nei 
suoi confronti una risposta immunitaria. 
• Trapianto xenogenico (Xenotrapianto): trapianto di cellule, tessuti od organi tra 
individui appartenenti a specie diverse
4
.  
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Da un punto di vista classificativo, i trapianti si distinguono inoltre in trapianti d’organo, di 
tessuti e di cellule. La legge 91/99, “Disposizioni in materia di prelievi e di trapianti di 
organi e tessuti” vieta il prelievo delle gonadi, dell'encefalo e la manipolazione genetica di 
embrioni anche a fini trapiantologici. Con queste dovute eccezioni, teoricamente, 
qualsiasi organo o tessuto puo essere prelevato da un donatore e trapiantato in un 
ricevente
5
.  
Gli organi solidi che ad oggi vengono utilizzati per il trapianto sono fegato, rene, 
pancreas, cuore, polmone e intestino.  
Il trapianto di tessuti viene eseguito con finalità piu propriamente “migliorativa” nei 
confronti della qualità della vita del ricevente piuttosto che “salvavita” come avviene 
invece 
per i trapianti d’organo e di cellule. Quando viene effettuato un intervento di sostituzione 
di tessuto è piu corretto parlare di innesto piuttosto che di trapianto. I tessuti che più 
frequentemente vengono usati a scopo di innesto sono: cute, tessuti vascolari, valvole 
cardiache, tessuto osseo, muscolare e tendineo
5
. 
Le cellule staminali, presenti in ogni organismo con la funzione di rigenerare e produrre 
nuovi tessuti possono essere trapiantate (o meglio, infuse) a partire da donatori viventi. 
Al fine del trapianto si preferisce utilizzare cellule staminali emopoietiche (CSE), 
progenitrici di tutte le linee cellulari ematiche, prelevate dal midollo osseo di un 
donatore. Il trapianto di midollo si è affermato nell’ultimo ventennio come terapia per 
patologie ematologiche neoplastiche e non (leucemie, linfomi, talassemie, 
immunodeficienze congenite, anemia aplastica)
5
.  
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ORIGINI DELL’IMMUNOLOGIA DEI TRAPIANTI 
Il primo studio scientifico riguardante i trapianti d’organo risale al 1908, quando Alexis 
Carrel effettuò con successo e descrisse una serie di trapianti di rene su modello animale. 
Alcuni degli animali in studio ripresero e mantennero una funzione emuntoria 
soddisfacente per oltre 25 giorni. Lo studio sperimentale dimostrò che un organo aveva la 
potenzialità di svolgere la propria funzione anche dopo essere stato trapiantato in un 
ricevente. 
Il primo trapianto d’organo nell’uomo si deve a Joseph Murray, premio Nobel per la 
medicina nel 1990, il quale nel 1954 riuscì ad effettuare con successo un trapianto di 
rene. Il ricevente era un paziente di 23 anni affetto da glomerulonefrite cronica ed il 
donatore era il gemello omozigote.  
La dimostrazione che la reazione di rigetto di un tessuto trapiantato fosse un fenomeno 
immunologico, caratterizzato da riconoscimento e specificità antigenica non-self e da 
memoria, avvenne grazie agli studi di Peter Medawar, premio Nobel nel 1960. Medawar, 
avendo eseguito durante la II Guerra Mondiale numerosi innesti cutanei in pazienti 
gravemente ustionati durante i bombardamenti di Londra, osservò che laddove erano 
stati effettuati successivi trapianti di cute da medesimo donatore a medesimo ricevente, il 
secondo trapianto veniva rigettato più rapidamente del primo. Medawar comprese 
inoltre che il rigetto del primo trapianto era un evento prevalentemente cellulare, mentre 
il rigetto del secondo era sostenuto da meccanismi sia cellulari che umorali.  
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La comprensione del ruolo del sistema immunitario nel riconoscimento di tessuti non-self, 
e quindi nella reazione di rigetto, portò ad intuire che un’attenuazione della risposta 
immunitaria stessa potesse migliorare l’outcome del trapianto. Gli studi successivi 
portarono allo sviluppo e all’utilizzo di farmaci immunosoppressori che, 
contemporaneamente allo sviluppo di tecniche chirurgiche sempre più raffinate, 
permisero il successo di trapianti d’organo diversi dal rene: Thomas Starzl trapiantò il 
primo fegato nel 1963; a James Hardy si deve il primo trapianto di polmoni sempre nel 
1963; Christian Barnard trapiantò il cuore nel 1967 ed infine Richard Lillehei trapiantò 
pancreas ed intestino rispettivamente nel 1966 e nel 1967
5,6
. 
 
RISPOSTA IMMUNITARIA ALL’ALLOTRAPIANTO 
Gli antigeni del graft che costituiscono il bersaglio principale della reazione di rigetto sono 
proteine codificate dal complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), che nell’uomo è 
denominato complesso dell’antigene leucocitario umano o HLA. Vengono espressi sei 
alleli MHC di classe I (uno per ogni locus HLA-A, HLA-B e HLA-C ereditati da ciascun 
genitore) e almeno sei alleli MHC di classe II (uno per ciascun locus HLA-DR, HLA-DQ e 
HLA-DP ereditati dai genitori e alcune combinazioni di questi). Ciascun individuo pertanto 
esprime numerose proteine MHC che risultano estranee per il sistema immunitario di un 
altro individuo. Tutte le molecole MHC possono essere bersaglio del rigetto.  
Le molecole MHC svolgono un ruolo fondamentale nella normale risposta immunitaria ad 
antigeni estranei, poiché presentano peptidi derivanti dagli antigeni proteici in una forma 
che può essere riconosciuta dai linfociti T. Le molecole MHC allogeniche sono presentate 
per il riconoscimento da parte dei linfociti T del ricevente in due modalità differenti. La 
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prima (presentazione diretta) prevede il riconoscimento di una molecola MHC non-self 
espressa dalle cellule presentanti l’antigene (APC) del donatore presenti nel trapianto ed 
è una conseguenza della cross-reattività tra una molecola MHC allogenica e una molecola 
MHC self. La seconda via (presentazione indiretta) implica che le molecole MHC del 
donatore vengano processate dalle APC del ricevente e che i peptidi derivati siano 
presentati in associazione a molecole MHC self. In questo caso le molecole MHC estranee 
sono trattate come un qualunque altro antigene proteico estraneo.  
Sebbene le proteine MHC siano i principali antigeni che stimolano il rigetto nel trapianto, 
altre proteine polimorfe estranee all’MHC possono svolgere un ruolo in questo processo: 
questi antigeni minori di istocompatibilità sono forme alleliche di proteine normali che 
differiscono tra donatore e ricevente
4
. 
 
ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI ALLOREATTIVI 
L’attivazione dei linfociti T alloreattivi richiede la presentazione dell’alloantigene per via 
diretta o indiretta. La maggior parte degli organi contiene APC residenti, ed in particolare 
le cellule dendritiche (DC), deputate alla cattura degli antigeni. Il trapianto di questi 
organi in un ricevente rende disponibili APC che esprimono molecole MHC del donatore e 
molecole costimolatorie. I linfociti T vengono attivati attraverso entrabe le vie e migrano 
nel trapianto causandone il rigetto. I linfociti T helper CD4+ alloreattivi si differenziano 
quindi in cellule effettrici in grado di produrre citochine che danneggiano il trapianto con 
reazioni simili a quelle di ipersensibilità ritardata TH1 (DTH). Il linfociti T CD8+ alloreattivi 
vengono attivati prevalentemente per via diretta e successivamente si differenziano in 
CTL in grado di lisare le cellule nucleate che esprimono molecole MHC allogeniche di 
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classe I nel tessuto trapiantato. I CTL CD8+ generati attraverso la via indiretta sono 
ristretti per MHC self e pertanto non possono eliminare direttamente le cellule 
allogeniche (reazione di tipo TH2). Quindi, quando i linfociti T alloreattivi sono stimolati 
per via indiretta, il meccanismo principale del rigetto è probabilmente la DTH mediata dai 
linfociti T CD4+ effettori che infiltrano nel tessuto trapiantato e riconoscono gli 
alloantigeni presentati dalle APC dell’ospite. Il contributo relativo delle vie diretta e 
indiretta nel rigetto non è stato ancora completamente chiarito. E’ stato ipotizzato che i 
CTL CD8+ siano più importanti nelle reazione di rigetto acuto, mentre i CD4+ abbiano un 
ruolo maggiore nel rigetto cronico. Oltre al riconoscimento degli alloantigeni, per attivare 
i linfociti T è fondamentale la costimolazione da parte di molecole della famiglia B7 
espresse sulle APC.  
Contrariamente all’alloreattività mediata dai linfociti T, molto meno si sa circa i 
meccanismi che portano alla produzione di alloanticorpi diretti verso molecole MHC 
estranee,  cioè del braccio umorale della risposta immunitaria contro il graft
4
.  
 
MECCANISMI EFFETTORI DEL RIGETTO 
Per motivi storici, il rigetto del trapianto è classificato sulla base di caratteristiche 
istopatologiche o in base alla sua cinetica più che sulla base dei meccanismi responsabili.  
Rigetto iperacuto: caratterizzato dall’occlusione trombotica dei vasi del trapianto, che 
inizia entro pochi minuti od ore dall’anastomosi dei vasi sanguigni del ricevente con quelli 
del graft ed è mediata da anticorpi preesistenti nel circolo dell’ospite che legano antigeni 
endoteliali del donatore. Il legame degli anticorpi all’endotelio del trapianto attiva il 
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complemento, che provoca una serie di alterazioni che promuovono la trombosi 
intravascolare. L’attivazione del complemento porta a danno endoteliale e ad esposizione 
di proteine della membrana basale subendoteliale che attivano le piastrine e la cascata 
della coagulazione. Questi processi contribuiscono alla trombosi e all’occlusione degli assi 
vascolari del graft, che va incontro a un danno ischemico irreversibile.  Il rigetto iperacuto 
è generalmente mediato da IgG dirette contro alloantigeni proteici, come molecole MHC, 
oppure contro antigeni non ben definiti espressi sulle cellule endoteliali. Questi anticorpi 
sono generalmente il risultato di una precedente esposizione ad alloantigeni attraverso 
trasfusioni di sangue, di un precedente trapianto o di gravidanze multiple. Il rigetto 
iperacuto negli allotrapianti è reso infrequente da un appropriato cross-matching 
donatore-ricevente, mentre rappresenta uno degli ostacoli principali allo xenotrapianto. 
Rigetto acuto: processo di danno vascolare e parenchimale mediato sia da una risposta 
cellulare che umorale e che solitamente inizia dopo la prima settimana dal trapianto. 
Questo ritardo è dovuto al fatto che i linfociti T effettori e gli anticorpi necessitano di 
alcuni giorni o settimane per svilupparsi. I linfociti T rivestono un ruolo centrale nel 
rigetto acuto, provocando la lisi diretta delle cellule del graft o producendo citochine che 
reclutano e e attivano altre cellule infiammatorie. Le attuali terapie immunosoppressive 
sono pertanto  volte a prevenire e ridurre la risposta T acuta. Le cellule endoteliali sono il 
bersaglio più precoce del rigetto acuto. Anche gli anticorpi possono mediare il rigetto 
acuto se il ricevente sviluppa una risposta umorale contro gli antigeni della parete 
vascolare; gli anticorpi prodotti si legano infatti alla parete dei vasi e attivano il 
complemento. Il quadro istologico tipico di questa forma di rigetto acuto è la necrosi 
transmurale con infiammazione acuta delle pareti vascolari, che è diversa dalla trombosi 
priva di necrosi caratteristica del rigetto iperacuto. 
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Rigetto cronico: i graft che sopravvivono per più di 6 mesi possono sviluppare una lenta 
occlusione arteriosa come risultato della proliferazione delle cellule muscolari lisce 
dell’intima e vanno incontro a progressiva perdita di funzione a causa del danno 
ischemico. La patogenesi coinvolge una combinazione di processi, inclusi una risposta del 
vaso al danno da ischemia perioperatoria ed episodi di rigetto acuto, in combinazione ad 
una reazione cronica di tipo DTH nei confronti degli alloantigeni del donatore espressi 
sulla parete dei vasi. L’accumulo di cellule muscolari lisce a livello dell’intima sembra 
essere stimolato da fattori di crescita e chemochine secreti dalle cellule endoteliali, cellule 
muscolari lisce e macrofagi in risposta all’IFN-γ e al TNF prodotti dalle cellule T 
alloreattive. Con il progredire del danno vascolare, si assiste ad una progressiva fibrosi 
parenchimale del graft mediata da numerosi fattori di crescita e citochine (FGF, TGF-β, IL-
13)
4
. 
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IMMUNOLOGIA DEL TRAPIANTO DI FEGATO  
 
Il trapianto ortotopico di fegato rappresenta la terapia di scelta per i pazienti con cirrosi 
epatica end-stage. I pazienti che ricevono un trapianto di fegato generalmente 
necessitano di un livello più basso di immunosoppressione rispetto ai riceventi di altri tipi 
di allotrapianto. Nonostante questo, un gruppo significativo di graft sviluppano reazioni di 
rigetto acuto. Nella maggior parte dei casi, questi episodi di rigetto precoci non hanno 
ripercussioni negative sulla sopravvivenza a lungo termine
7
.  
E’ generalmente accettato che dopo un trapianto d’organo un certo numero di cellule 
emopoietiche del donatore siano trasferite nel ricevente, e che possano sopravvivere per 
un periodo prolungato. Le grandi dimensioni del fegato e la sua ricchezza di cellule 
emopoietiche (sia residenti che circolanti) spiegano in parte il perché i trapianti di fegato 
siano associati alla presenza di chimerismo (rilevabile generalmente dopo 3 mesi dal 
trapianto) e la relativa permessività nei confronti dell’incompatibilità HLA. I leucociti del 
donatore possono provocare una tolleranza immunologica agendo da APC o da bersagli 
accessori della reazione di rigetto, proteggendo così il graft. Il microchimerismo 
emopoietico è definito dalla persistenza di meno dell’1% di cellule del donatore circolanti 
nel ricevente. Uno studio recente ha dimostrato come tutti i pazienti sottoposti a 
trapianti di fegato mostrino un microchimerismo nei primi 3 mesi post-trapianto. 
Chiaramente, i meccanismi responsabili della tolleranza sono molto più complessi della 
semplice induzione dell’anergia da parte delle cellule del donatore trasferite: il 
microchimerismo è sì un fenomeno necessario ma non è di per sé sufficiente ad indurre 
tolleranza
8
. 
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Il fegato gioca un ruolo particolare sul sistema immunitario in quanto è esposto 
continuamente a un carico antigenico elevato, costituito da patogeni, tossine, cellule 
tumorali e proteine derivanti dalla dieta. Il fegato deve essere al contempo sia 
attivamente immunocompetente, sia un controllore capace di inibire eventuali risposte 
infiammatorie esagerate nei confronti di antigeni innocui provenienti dalla dieta 
attraverso il circolo portale, in modo da indurre selettivamente immunità o tolleranza 
verso i vari antigeni
7
.  
Il contatto con agenti patogeni viene mediato da vari recettori, inclusi i Toll-like receptors 
(TLR) espressi sia da cellule specifiche del sistema immunitario sia da cellule parenchimali. 
I linfociti presenti nel fegato sono rappresentati da cellule B, T e da Natural Killer (NK). 
Mentre i primi due presentano recettori specifici per determinate strutture antigeniche, 
le NK possiedono recettori multipli in grado di mediare la citolisi non MHC-ristretta di 
cellule infette o tumorali. Le cellule NK, che normalmente rappresentano il 5-15% della 
popolazione delle cellule mononucleate circolanti, nel fegato possono rappresentare fino 
al 45% dei linfociti presenti. E’ stato suggerito che queste cellule inviino un segnale pro-
apoptotico alle cellule T del ricevente  che migrano nel fegato, contribuendo così 
all’instaurarsi della tolleranza
9
. 
Il fegato ospita inoltre la più importante popolazione di macrofagi tissutali (cellule di 
Kupffer) dell’organismo e numerosi tipi di cellule dendritiche, APC professionali presenti 
in tutti gli organi che rappresentano un punto di congiunzione importante tra l’immunità 
innata e quella adattiva. Le DC possono presentare ai CD8+ antigeni precedentemente 
processati su MHC di classe I (cross-priming) o complessi MHC-peptide completi acquisiti 
da cellule lisate (cross-dressing)
7
. 
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C’è una crescente evidenza che le DC epatiche possano indurre una down-regulation della 
risposta immunitaria, inducendo e mantenendo così la tolleranza delle cellule T 
periferiche. E’ stato pertanto suggerito che il monitoraggio dei vari sottotipi di DC e del 
loro stato di attivazione possa diventare uno strumento utile per predire l’outcome 
dell’allograft, inclusa la sospensione efficace dell’immunosoppressione. Il contesto in cui 
l’antigene è presentato alle cellule T determina l’attivazione della cellula T o la sua 
inibizione, in questo senso è critica la natura della APC, la presenza/assenza di molecole 
costimolatorie, e la presenza di citochine. Le cellule endoteliali dei sinusoidi epatici 
presentano un immunofenotipo unico, esprimendo marker tipici della linea mieloide 
(CD1, CD4, CD11c), nonostante i dati presenti in letteratura suggeriscano la loro 
differenziazione da progenitori epatociti. I linfociti T CD4+ attivati da queste cellule (che 
difettano di molecole costimolatorie) non si differenziano in TH1 effettori ma, piuttosto, 
esprimono elevati livelli di citochine immunomodulanti, come IL-10. Inoltre la 
presentazione degli antigeni alle cellule CD8+ da parte delle stesse cellule endoteliali 
sinusoidali porta alla loro inibizione (anche della risposta a stimoli successivi). Pertanto, le 
cellule endoteliali sinusoidali epatiche, le uniche cellule ad avere un contatto diretto con il 
sistema immunitario circolante nel fegato, potrebbero giocare un ruolo importante 
nell’induzione della tolleranza nei trapianti di fegato
7
. 
I linfociti T sono essenziali nel provocare il rigetto del graft, pertanto la maggior parte dei 
farmaci immunosoppressori hanno come bersaglio proprio i meccanismi di trasmissione 
del segnale delle cellule T.  I linfociti T devono ricevere due segnali distinti per avere una 
corretta attivazione ed espansione clonale. Il primo segnale è trasmesso dal TCR dopo il 
riconoscimento dei complessi MHC-peptide sulle APC e il secondo segnale è dato 
dall’interazione delle molecole costimolatorie sui linfociti T con i loro ligandi espressi dalle 
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APC. Le vie di segnale costimolatorie CD28/B7 e CD40/CD 154 si sono dimostrate le più 
importanti nei pazienti trapiantati
7
.  
Il CD28 è espresso costitutivamente sulla superficie delle cellule T, mentre i suoi ligandi 
B7-1 e B7-2 si trovano su numerosi tipi di APC, incluse DC, cellule B e macrofagi. Nei 
linfociti T naive la costimolazione mediata dal CD28 stimola l’espressione di IL-2 e 
l’induzione di proteine antiapoptosiche. Il CD40 è espresso costitutivamente sulle APC, 
inclusi linfociti B, monociti, macrofagi e DC, ma può anche venire espresso su cellule non 
immunitarie, incluse cellule endoteliali, mastociti, piastrine e cellule epiteliali. Al contrario 
il CD154 viene espresso dai linfociti T CD4+  dopo l’attivazione e, in misura minore, su 
cellule NK, linfociti B e T CD8+. A differenza della via costimolatoria CD28/B7, il legame 
CD40/CD154 incrementa la funzione delle APC attraverso una up-regulation delle MHC di 
classe II, espressione di CD80 e CD86, e produzione di IL-12. L’effetto di queste variazione 
dell’APC è quello di aumentare in modo significativo la risposta B e T agli alloantigeni, con 
una correlazione diretta tra espressione aumentata di CD80 e CD154 con reazioni gravi di 
rigetto acuto. Pertanto, il destino finale della risposta cellulare è determinato 
dall’equilibrio tra segnali attivatori ed inibitori trasmessi dalle molecole costimolatorie ai 
linfociti T
7
.  
 
ATTIVAZIONE DELLA RISPOSTA T NEL TRAPIANTO DI FEGATO 
Il termine “alloriconoscimento” è utilizzato per spiegare il riconoscimento di polimorfismi 
geneticamente indotti nei membri di una stessa specie da parte dei linfociti T. Il target 
primario sono le molecole del sistema MHC presenti sulle cellule del donatore. Il 
riconoscimento dell’MHC del graft è il primum movens di una risposta immunitaria che 
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può portare al rigetto. Come precedentemente discusso, i linfociti T del ricevente 
possono riconoscere gli antigeni del donatore attraverso due distinte vie di segnale 
mutualmente esclusive, la via diretta e la via indiretta. Entrambe le vie di segnale sono 
state studiate nel trapianto di fegato
10
.  
Molto probabilmente la via diretta è predominante nelle fasi precoci post-trapianto ed è 
un fattore importante per l’instaurarsi di un rigetto acuto, poiché le APC del graft che 
presentano antigeni del donatore migrano rapidamente dal fegato per raggiungere il 
tessuto linfoide secondario dove incontrano cellule T allospecifiche. Le cellule T 
dell’ospite che hanno subito un priming attraverso la via diretta possono attaccare il graft 
direttamente e svolgere funzioni di effettore in maniera efficace. Inoltre, la proporzione 
di cellule T capaci di rispondere ad alloantigeni nativi è sostanzialmente maggiore della 
proporzione delle stesse capaci di rispondere a stimoli trasmessi tramite la via indiretta. 
La via indiretta probabilmente origina da antigeni del donatore che provengono da tessuti 
del graft sofferenti o da molecole MHC solubili catturate e presentate da APC self, e in 
particolare da DC. Pertanto, la via diretta potrebbe avere un ruolo nell’iniziare la forma 
“classica” di rigetto acuto, mentre la via indiretta potrebbe essere predominante nelle 
fasi successive, sostenendo una risposta alimentata dalla solubilizzazione di epitopi che 
vengono presentati dalle APC self. Al contempo, va ricordato che la via indiretta ha 
dimostrato un ruolo importante nei meccanismi di immunoregolazione, in quanto le 
cellule T specifiche per allopeptidi possono svolgere funzioni regolatorie attraverso 
l’inibizione della produzione di IFN-γ. Il contributo della via indiretta alla tolleranza del 
graft è stata confermata anche nei trapianti di fegato. Oltre che al rigetto e alla 
tolleranza, queste vie di riconoscimento hanno un ruolo anche nella ripresa di epatopatie 
virali o autoimmuni nel post-trapianto
11,12
.  
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MECCANISMI EFFETTORI DI DANNO EPATICO 
Il rigetto acuto storicamente è riportato con un’incidenza del 50-75% nei trapiantati di 
fegato, mentre studi recenti riportano incidenze minori (circa il 30%). La maggior parte 
degli episodi di rigetto avvengono nei primi 90 giorni dopo il trapianto, e generalmente 
mostrano una buona risposta alla terapia steroidea ad alte dosi
13
.  
Le forme di rigetto iperacuto sono estremamente rare e caratterizzate da prognosi 
sfavorevole: il danno endoteliale mediato dalla deposizione di anticorpi e fibrina porta a 
necrosi e disfunzione del graft, ma senza infiltrazione linfocitaria o danno alle vie biliari
7
.   
Il rigetto acuto è caratterizzato dalla triade patognomonica: infiammazione portale, 
danno alle vie biliari e flogosi endoteliale venosa e, raramente, arteriosa. L’incidenza di 
reazioni di rigetto acuto clinicamente significativo è del 40-50% nei primi 30 giorni post-
trapianto, mentre alterazioni istologiche in assenza di danno dimostrabile con dati clinici 
o laboratoristici sono state descritte nell’80% dei pazienti sottoposti a biopsie epatiche di 
sorveglianza. Tra i dati laboratoristici, la presenza di eosinofilia è un fattore indipendente 
associato a rigetto acuto nel trapianto di fegato
13
.  
Il rigetto cronico si estrinseca con segni di colestasi e incremento degli enzimi canalicolari 
dovuti a perdita dei piccoli dotti biliari (rigetto duttopenico) e vasculopatia obliterativa 
che interessa le arterie di medio e grosso calibro e la microvascolarizzazione portale. La 
sua incidenza a 5 anni post-trapianto è del 3-5%
14
. 
Per quanto riguarda il rigetto acuto e cronico, i bersagli dei linfociti T effettori sono le 
cellule epiteliali delle vie biliari del donatore e l’endotelio vascolare, laddove 
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l’interessamento diretto degli epatociti è raro. I CTL lisano i colangiociti sia attraverso 
l’attivazione della via delle perforine, sia attraverso la superfamiglia dei recettori del TNF 
(in particolare Fas). La via delle perforine è mediata da granzimi e perforine contenute in 
lisosomi secretori che vengono rilasciati dai CTL quando entrano in contatto con la cellula 
bersaglio e sono in grado di indurne l’apoptosi. Il legame tra Fas (espresso 
ubiquitariamente in tutti i tessuti) e Fas-ligando porta alla trasmissione di un segnale di 
morte cellulare programmata mediato dalla caspasi-8. Entrambe le vie sembrano avere 
un ruolo nel rigetto del trapianto di fegato
14
.  
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PREVENZIONE E TRATTAMENTO DEL RIGETTO  
 
La prevenzione del rigetto si basa da un lato sull’appropriatezza della selezione del graft 
con un matching donatore-ricevente di gruppo AB0 e HLA, e dall’altra sull’uso di farmaci 
immunosoppressori che, riducendo la risposta immunitaria del ricevente, riducono il 
danno immuno-mediato al fegato
15
. 
 
SELEZIONE DEL GRAFT 
La maggior parte dei centri trapianto utilizza la compatibilità di gruppo ematico come 
criterio di selezione principale. Scegliere un fegato proveniente da un donatore con 
gruppo AB0 e Rh compatibile è semplice, rapido, poco costoso, e può essere effettuato 
con successo anche in regime di urgenza
16
.  
Negli ultimi anni, numerosi centri hanno utilizzato anche graft AB0-incompatibili (o 
controgruppo) con risultati sovrapponibili a quelli dei trapianti guidati dal matching AB0, 
ma con necessità di dosi più elevate di farmaci antirigetto e, conseguentemente, gravati 
da una maggiore incidenza di infezioni opportunistiche. Attualmente il trapianto di organi 
provenienti da donatori AB0-compatibili ma non identici fa parte della pratica clinica 
standard. Una complicanza occasionale osservata in questi trapianti è l’instaurarsi di una 
rezione di rigetto indotta dalla presenza di linfociti “passeggeri” all’interno del graft in 
grado di produrre una risposta anticorpale contro gli eritrociti del ricevente (sindrome del 
linfocita passeggero)
17
. 
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Oltre alla compatibilità AB0,, anche la presenza nel ricevente di anticorpi preformati 
contro alloantigeni del gruppo HLA del donatore dovrebbe essere valutata nel pre-
trapianto. Questo test è detto cross-matching: la positività dell’indagine implica che il 
ricevente ha già in precedenza sviluppato anticorpi contro proteine del gruppo HLA del 
donatore. La metodica correntemente più utilizzata per il cross-matching è il Luminex, che 
usa microsfere marcate con fluorocromo e impregnate con proteine HLA specifiche. Ogni 
proteina HLA è associata con un fluorocromo di intensità diversa. Le microsfere sono 
quindi incubate con il siero del ricevente, permettendo di determinare con precisione 
quali anticorpi diretti contro specifici HLA del donatore sono presenti nel ricevente
4
. 
Mentre nel trapianto di rene il cross-matching HLA donatore-ricevente ha dimostrato di 
avere un’importanza cruciale nella sopravvivenza del graft, il fegato si comporta in modo 
completamente differente. Come già discusso, il fegato è un organo “privilegiato” che 
sviluppa risposte di rigetto spesso minime, tanto che alcuni graft possono resistere per 
anni senza sviluppare fenomeni infiammatori anche senza l’uso di immunosoppressori. 
Questa caratteristica unica del fegato, unita alla carenza delle donazioni e alle lunghe liste 
di attesa, ha portato a dover ignorare il matching HLA nella selezione del ricevente, senza 
che vi sia stata una significativa riduzione della sopravvivenza
18
. 
 
TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA 
Anche se il fegato è un organo immunologicamente privilegiato, la terapia 
immunosoppressiva è comunque necessaria per controllare la risposta alloreattiva dei 
linfociti T dopo il trapianto e garantire una buona sopravvivenza del graft a lungo 
termine. La terapia immunosoppressiva si articola in due fasi: una iniziale induzione, 
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effettuata nelle prime due settimane dal trapianto e che prevede la somministrazione di 
alte dosi di steroidi, ciclosporina o tacrolimus, anticorpi monoclonali ed antimetaboliti, 
seguita da una seconda fase, detta di mantenimento, in cui i farmaci vengono 
progressivamente ridotti in accordo con la funzione del graft
15
. 
I corticosteroidi sono la prima classe di farmaci di cui sia stata riconosciuta l’azione 
linfocitolitica. Sono farmaci idrofobici che agiscono a livello nucleare inibendo la 
produzione di molecole come IL-1, IL-2, IL-6 e IFN-γ. Inoltre provocano una citotossicità 
diretta nei confronti di alcune popolazioni di linfociti T, inibiscono la produzione di alcuni 
mediatori dei meccanismi della flogosi quali PAF, leucotrieni, prostaglandine, istamina e 
bradichinina, inibiscono la chemiotassi e l’attività battericida e fungicida di monociti e 
neutrofili. Pertanto i corticosteroidi restano una pietra di volta della terapia antirigetto, 
anche se spesso il loro dosaggio viene ridotto nel tempo fino alla completa sospensione, a 
causa dei numerosi effetti collaterali correlati al loro utilizzo prolungato nel tempo, quali 
sindrome di Cushing, soppressione corticosurrenalica, miopatia con ipotrofia muscolare, 
intolleranza glucidica e diabete mellito, osteoporosi, ulcere ed emorragie 
gastrointestinali, ritenzione di liquidi ed aumentata incidenza di infezioni batteriche, virali 
e fungine. In particolare i corticosteroidi non vengono utilizzati nei pazienti con cirrosi da 
HCV in quanto il loro uso è correlato a un aumentata incidenza di re-infezione nel post-
trapianto
19
.  
Gli inibitori della calcineurina sono stati la prima classe di farmaci utilizzati 
routinariamente come antirigetto, e comprendono la ciclosporina A e il tacrolimus (FK-
506). La ciclosporina è una molecola liposolubile costituita da 11 aminoacidi; il legame 
della ciclosporina con una proteina citoplasmatica, la ciclofillina, trasforma il farmaco 
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nella sua forma attiva, capace di inibire la calcineurina, una fosfatasi citoplasmatica 
coinvolta nel processo di attivazione di un fattore di trascrizione (NF-AT) necessario per la 
sintesi di interleuchine da parte delle cellule T attivate. La ciclosporina inibisce tutti i 
processi citoplasmatici calcio-dipendenti bloccando la trascrizione dei geni codificanti per 
IL-2, IL-3, IL-6, IL-7 ed altri fattori prodotti a seguito della stimolazione antigenica dei 
linfociti T. Gli effetti collaterali della ciclosporina comprendono: nefrotossicità, 
neurotossicità, ipertensione arteriosa, iperglicemia, iperlipidemia, disfunzione epatica 
transitoria, ipertricosi, astenia, mialgie. Il monitoraggio picco-valle dei livelli plasmatici di 
farmaco può essere di aiuto al fine di minimizzare tali effetti. La ciclosporina è 
metabolizzata dal fegato, pertanto il suo utilizzo aumenta il carico di lavoro del graft e 
può contribuire alla sua disfunzione
19,20
. Il tacrolimus (FK-506) è un macrolide prodotto 
dallo Streptomyces tsukubaensis, caratterizzato da un meccanismo d’azione simile a 
quello della ciclosporina, nonostante il legame avvenga con una proteina differente dalla 
ciclofillina (FK-binding protein, FKBP). L’FK-506 è da 10 a 100 volte più potente della 
ciclosporina nell’inibire la risposta immunitaria. I due più importanti effetti collaterali 
dell’FK-506 sono la nefrotossicità (con un’incidenza a 5 anni del 21%) ed una ristretta 
finestra terapeutica che rende necessario un continuo monitoraggio dei livelli ematici; 
altri effetti indesiderati comprendono neurotossicità, iperglicemia e disturbi 
gastrointestinali. Il tacrolimus si è dimostrato superiore alla ciclosporina sia per riduzione 
della mortalità globale sia per riduzione dell’incidenza di rigetto
19-21
.  
Il micofenolato mofetile (MMF) è un farmaco antimetabolita poco selettivo che agisce 
inibendo la sintesi degli acidi nucleici: i linfociti sono particolarmente sensibili a tale 
azione in quanto non possiedono vie alternative per la sintesi dei nucleotidi. In genere gli 
antimetaboliti vengono utilizzati in associazione a ciclosporina o tacrolimus per 
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potenziare l’attività e ridurre il dosaggio di questi ultimi. Gli effetti tossici del 
micofenolato mofetile sono principalmente a carico dell’apparato gastrointestinale. La 
terapia di combinazione MMF-tacrolimus ha mostrato una notevole efficacia nel ridurre 
l’incidenza di rigetto acuto nel trapianto di fegato, associato a una riduzione significativa 
del dosaggio di tacrolimus e della nefrotossicità correlata
19-22
.  
Il sirolimus è un farmaco derivato dallo Streptomyces hygroscopicus scoperto in un 
campione di terreno proveniente dall’isola di Rapa Nui: per tale motivo il farmaco è anche 
chiamato rapamicina. La sua azione sembra dipendere dal blocco delle chinasi ciclina-
dipendenti che intervengono nelle fasi tardive della regolazione del ciclo cellulare tramite 
l’inibizione della proteina mTOR; inoltre il sirolimus è un potente inibitore delle cellule B 
e quindi della sintesi di immunoglobuline. L’everolimus, macrolide derivato dalla 
rapamicina, agisce bloccando il ciclo cellulare nella fase G1. Gli effetti avversi sono rari e 
comprendono: mieloinibizione, ipertensione arteriosa, iperlipidemia e disturbi 
gastrointestinali
20
. 
Gli anticorpi monoclonali possono essere utlizzati durante l’induzione 
dell’immunosoppressione per ridurre le dosi necessarie di ICN e corticosteroidi. Il 
basiliximab è un anticorpo monoclonale con una lunga emivita, che agisce inibendo 
l’azione dell’IL-2 con un meccanismo competitivo sul suo recettore
20
.   
Ogni centro prevede protocolli immunosoppressivi diversi sulla base delle proprie 
esperienze ed esigenze. Nel centro di trapiantologia epatica di Pisa il regime più utilizzato 
nell’immediato post trapianto comprende una induzione con 6-metilprednisolone, 
inibitori della calcineurina (più frequentemente tacrolimus), micofenolato mofetile e 
basiliximab. Il corticosteroide non viene utilizzato in pazienti con epatopatia HCV-relata. 
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In tutti gli altri casi, il mantenimento avviene con dosi a scalare di corticosteroidi (fino a 
loro sospensione), inibitori della calcineurina e micofenolato con posologia 
progressivamente ridotta per evitarne gli effetti collaterali.  
Sebbene l'uso di farmaci sempre più potenti abbia drammaticamente ridotto l'incidenza 
del rigetto, nelle ultime tre decadi si è assistito ad un significativo aumento di neoplasie 
ed infezioni in pazienti sottoposti a trapianto d’organo. La prevalenza di neoplasie in 
pazienti sottoposti a trapianto di qualunque organo è da 3 a 5 volte superiore rispetto a 
quella della popolazione non trapiantata. Il 60% dei tumori è costituito da neoplasie della 
cute, del collo dell’utero, ma soprattutto da linfomi
5,23
. L’incidenza di infezioni 
opportunistiche nei pazienti trapiantati in relazione al tipo di trapianto varia tra un centro 
e l’altro, anche se si stima che circa l’80% dei pazienti sottoposti a regime 
immunosoppressivo sviluppi almeno un episodio infettivo dopo il trapianto; inoltre tra le 
cause di decesso globali nei pazienti trapiantati le complicanze infettive si assestano al 
terzo posto dopo tumori e cause cardiovascolari, con eziologia nel 52% dei casi batterica, 
nel 33% virale e nel 15% fungina. Pertanto è necessario monitorare la risposta 
immunologica per garantire che rimanga bilanciata, in grado da una parte di non 
compromettere la vitalità del graft e dall’altra di rispondere efficacemente ad infezioni 
opportunistiche e patologie neoplastiche
5
.   
 
IMMUNOMONITORAGGIO  
L’immunosoppressione gioca un ruolo importante nella maggior parte delle cause di 
decesso entro il primo anno dopo un trapianto di fegato (40-70%), pertanto, per 
minimizzare gli effetti avversi è spesso necessario aggiustare le dosi dei farmaci in 
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relazione alle condizioni cliniche del paziente. Una terapia personalizzata per il singolo 
paziente, basata sulle reali necessità del suo sistema immunitario, sarebbe chiaramente 
preferibile rispetto a una variazione su base empirica, ma la principale difficoltà nel 
bilanciare i rischi del sovra- o sottodosaggio degli immunosoppressori è dovuta alla 
mancanza di metodiche affidabili per determinare lo stato immunologico del ricevente
1
.  
Il trapianto di fegato rappresenta una sfida unica nell’ambito dei trapianti d’organo, in 
quanto presenta una certa immunotolleranza e la possibilità di sospendere 
completamente la somministrazione di immunosoppressori dopo qualche tempo. 
Ciononostante l’incidenza di rigetto acuto rimane del 40-50%
24
. Il gold standard per la 
diagnosi di rigetto acuto è il riscontro istologico su prelievo bioptico seguendo i criteri di 
Banff
25
. L’accuratezza diagnostica di eventuali biopsie di sorveglianza è però 
controbilanciata dall’invasività della metodica e dalla relativa frequenza di 
complicanze
26
.Pertanto, un monitoraggio non invasivo della funzione immunitaria nei 
pazienti trapiantati di fegato fornirebbe un aiuto notevole nella gestione postoperatoria, 
per ottimizzare la terapia
1
. 
Una metodica “ideale” di immunomonitoraggio dovrebbe essere basata su prelievi di 
sangue intero, richiedere un lavoro laboratoristico minimo, essere riproducibile e 
standardizzata, relativamente economica, facile da interpretare e corrispondere 
rapidamente alle variazioni di dosaggio della terapia. Al momento non esistono test di 
laboratorio in grado di soddisfare simili caratteristiche e gli esami standard attualmente 
utilizzati nella maggior parte dei centri trapianti per monitorare l’immunità comprendono 
la misurazione degli enzimi epatici, dei livelli sierici degli immunosoppressori e il 
monitoraggio degli eventi clinici avversi
1
. 
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L’incremento degli enzimi di necrosi epatica e degli enzimi canalicolari si osserva sempre 
durante un episodio di rigetto, ma si tratta di un segno di danno epatico aspecifico e 
tardivo, che necessita di approfondimento diagnostico e che non rispecchia la gravità del 
quadro istologico e clinico
1
.  
I livelli di tacrolimus e ciclosporina vengono spesso dosati nel sangue, ma al momento 
non esiste un target terapeutico standardizzato tra i vari centri trapianti, anche perché da 
un punto di vista farmacologico questi farmaci presentano una scarsa correlazione dose-
livello ematico, una associazione livello ematico-effetto imprevedibile, notevoli differenze 
farmacocinetiche inter-individuali e una relazione livello ematico-tossicità non chiara, con  
effetti tossici osservati anche al di sotto della finestra terapeutica teorica
27
. La FDA 
americana al momento ha riclassificato le metodiche di misurazione dei livelli di 
tacrolimus e ciclosporina come poco affidabili, e ha consigliato di non utilizzare range 
terapeutici rigidi e di non affidarsi a questi test da soli per aggiustare le dosi dei farmaci
28
. 
Gli steroidi, il micofenolato mofetile e gli anticorpi monoclonali come il basiliximab non 
vengono di routine monitorizzati a livello ematico e i livelli ottimali degli inibitori di mTOR 
rimango ad oggi incerti. Inoltre anche se l’attività biologica di ogni singolo farmaco 
potesse essere quantificata accuratamente, questo non ci darebbe un’idea chiara della 
funzione immunitaria residua né dell’interazione tra i farmaci. Pertanto, sebbene il 
dosaggio ematico dei livelli degli inibitori della calcineurina sia ancora diffusamente 
utilizzato nella pratica clinica, il suo utilizzo non è supportato da dati in letteratura ed è un 
indice poco affidabile dello stato immunologico del paziente
1
.  
L’insorgere di complicanze porta ad una variazione empirica della posologia degli 
immunosoppressori. In particolare, questa viene ridotta in pazienti che sviluppano un 
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episodio infettivo ed aumentata in caso di rigetto. Chiaramente, si tratta di un modus 
operandi non ottimale, in quanto l’obiettivo da perseguire è quello di prevenire le 
complicanze, e non di trattarle una volta insorte
1
.  
Numerosi studi recenti hanno portato a sviluppare test di immunomonitoraggio che, al 
momento, non hanno portato a risultati univoci. Tra questi test, uno dei più studiati e 
l’unico attualmente utilizzato nella pratica clinica è l’ImmuKnow (Cylex Ltd, United 
States), mirato allo studio dei linfociti T CD4+, in quanto bersagli diretti dei principali 
farmaci immunosoppressori. L’ImmuKnow è stato approvato nel 2002 dalla FDA come 
biomarker per guidare la terapia immunosoppressiva in tutti i pazienti trapiantati 
d’organo. Il test misura la produzione di adenosina trifosfato (ATP) da parte di linfociti T 
CD4+ precedentemente stimolati con un mitogeno (fitoemagglutinina)
29
. La maggior 
parte delle funzioni del sistema immunitario dipende dalla produzione di ATP, la maggiore 
fonte di energia delle cellule senza la quale i meccanismi effettori immunologici non 
possono essere messi in atto. I livelli di ATP ottenuti con il test permettono di distinguere 
una risposta immunitaria scarsa (< 225 ng/mL) caratterizzata da alto rischio di infezione, 
risposta moderata (225–524 ng/mL), e risposta elevata (> 525 ng/mL) caratterizzata da 
alto rischio di rigetto. Nei pazienti trapiantati di fegato la metodica ha riportato risultati 
contrastanti nel predire l’insorgenza di infezioni o reazioni di rigetto acuto
30-33
. Secondo 
una meta-analisi recente
34
, l’ImmuKnow avrebbe una sensibilità dell’83.8% ed una 
specificità del 75.3% nel diagnosticare un episodio infettivo. Per quanto riguarda il rigetto 
la sensibilità risultava del 65.6% e la specificità dell’80.4%. La variabilità di tali parametri 
era però notevole tra i vari studi presi in esame: in particolare i valori di sensibilità per il 
rigetto variavano dal 9.1 all’85.7%
34
. Una possibile spiegazione della sensibilità variabile 
della metodica potrebbe essere che il mitogeno utilizzato per stimolare la risposta T è 
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aspecifico e capace di stimolare solo il sistema immunitario adattivo, mentre è ormai 
chiaro che anche il sistema innato gioca un ruolo centrale nei meccanismi di 
alloriconoscimento e rigetto
1
.  
Oltre all’ImmuKnow, la misurazione dei livelli di C3, C4 ed immunoglobuline ha portato 
alla creazione di uno score che stratifica il rischio di infezione nei pazienti trapiantati. 
Questo sistema è risultato sensibile e poco costoso, ma non è ancora stato studiato in 
gruppi di pazienti abbastanza numerosi da stabilirne la reale affidabilità
35
.  
Inoltre esistono numerose evidenze scientifiche che dimostrano il coinvolgimento dei 
linfociti Treg nei meccanismi di tolleranza immunologica, con un meccanismo diretto 
inibitorio sulla proliferazione dei linfociti T effettori. Un numero sostanziale di Treg del 
donatore migrano dal graft e contribuiscono alla soppressione della via diretta di 
alloriconoscimento e ai meccanismi di tolleranza associati al chimerismo nelle fasi precoci 
post-trapianto
36
. Bassi livelli di Treg sono stati identificati in pazienti con rigetto acuto, ma 
ciononostante la misurazione dei Treg richiede un lavoro laboratoristico importante e le 
metodiche di misurazione non sono standardizzate né facilmente riproducibili
1,37
.   
Il monitoraggio immunologico nei pazienti trapiantati di fegato rimane un’area di studio 
in costante divenire, in cui ogni singolo progresso può portare a una maggiore 
comprensione dell’interazione di farmaci e sistemi complessi come quelli che regolano la 
funzione immunitaria e ad una successiva conseguente riduzione della morbidità e 
mortalità post-trapianto. Al momento non esistono singole metodiche di laboratorio che 
ci permettano di monitorare il sistema immunitario efficacemente ed in modo semplice, 
riproducibile e poco costoso. Una strategia di immunomonitoraggio appropriata 
dovrebbe cercare di semplificare i processi alla base della risposta immunitaria 
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monitorando le variazioni nel tempo di un gruppo di parametri o biomarker che studi sia 
l’immunità innata che quella adattiva e che possa darci un’idea chiara dello stato netto di 
immunosoppressione del singolo paziente in modo da prevenire le complicanze sia 
dell’esagerata che dell’inadeguata immunosoppressione
38,39
. 
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MATERIALI E METODI 
 
SCOPO DELLO STUDIO 
Nonostante i numerosi studi presenti in letteratura sull’argomento, non esistono al 
momento dei riferimenti chiari su quale sia l’andamento dei più comuni marker 
immunologici utilizzati nella pratica clinica presso tutti i laboratori analisi per studiare il 
comportamento del sistema immunitario. Il presente studio prospettico su pazienti 
trapiantati di fegato presso il centro trapianti di Pisa si propone di fornire una mappa 
immunologica dell’andamento di questi stessi marker nei primi 21 giorni post-trapianto in 
pazienti sottoposti ad un regime immunosoppressivo standardizzato. In questo periodo 
l’induzione dell’immunosoppressione con alti dosaggi di farmaci provoca i maggiori 
fenomeni di modulazione del sistema immunitario e di suo imprinting. Lo scopo dello 
studio è pertanto quello di monitorare il comportamento del sistema immunitario sulla 
base dell’andamento di un gruppo di marcatori facenti parte sia del braccio adattivo che 
di quello innato del sistema immunitario e, inoltre, di marcatori comunemente utilizzati 
per diagnosticare le principali complicanze dell’immunosoppressione: infezioni e rigetto.  
I marcatori presi in considerazione comprendono sia molecole facenti parte dell’immunità 
innata, in particolare il numero di granulociti neutrofili, di monociti, il dosaggio delle 
cellule NK, dell’espressione di HLA-DR sui monociti e di CD64 sui neutrofili, sia elementi 
dell’immunità adattiva come i livelli di immunoglobuline (IgG, IgA ed IgM), il numero di 
linfociti totali ed il dosaggio dei livelli di sottopopolazioni linfocitarie CD4+ e CD8+. Inoltre 
è stato preso in esame il numero totale dei leucociti.  
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MATERIALI E METODI 
Nel periodo gennaio - dicembre 2014 sono stati arruolati sequenzialmente tutti i pazienti 
sottoposti a trapianto ortotopico di fegato presso il Centro Trapianti di Fegato 
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria.  
• Criteri di inclusione: soggetti di entrambi i sessi, età >18 anni, sottoposti a 
trapianto ortotopico di fegato che avevano fornito il proprio consenso a 
partecipare allo studio. 
• Criteri di esclusione: soggetti con aspettativa di vita al momento del possibile 
arruolamento < 48 ore, pazienti sottoposti a re-trapianto, pazienti già in terapia 
immunosoppressiva per pregressi trapianti o per altre patologie, pazienti con 
infezione da HIV, pazienti trattati con regime immunosoppressivo diverso da 
quello standard.  
Tutti i pazienti sono stati trattati pre e intra-operatoriamente secondo i criteri di 
standard-of-care del Centro Trapianti di Pisa. Dopo la procedura chirurgica, tutti i pazienti 
sono stati ricoverati presso la U.T.I. per monitoraggio e successivamente trasferiti in 
reparto dopo completa stabilizzazione dei parametri vitali.  
Per quanto riguarda la terapia immunosoppressiva, tutti i pazienti inclusi nello studio 
hanno ricevuto basiliximab (20 mg in giornata operatoria + 20 mg in 4° giornata 
postoperatoria), tacrolimus (aggiustato sulla base dei livelli ematici, con un target di 5-15 
ng/ml), micofenolato mofetile (500 mg bid). Inoltre, tutti i pazienti non HCV-positivi 
hanno ricevuto una dose intraoperatoria di 10 mg/kg di metilprednisolone durante la fase 
anepatica e successivamente dosi a scalare fino ad un minimo di 25 mg/die. 
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Tutti i pazienti hanno ricevuto una profilassi antibiotica di 72 ore con 
amoxicillina/clavulanato 2 g bid, e profilassi contro CMV e Toxoplasma gondii come da 
protocollo standard. 
In tutti i pazienti arruolati, oltre ai routinari test di laboratorio (emocromo, test di 
funzionalità  epatica e renale, coagulazione), sono stati eseguite le seguenti 
determinazioni ai tempi 0 (T0, pre-trapianto), 3° (T3), 7° (T7), 14° (T14) e 21° (T21) 
giornata postoperatoria:  
• Emocromo con formula leucocitaria, 
• Tipizzazione linfocitaria con dosaggio dei linfociti CD4+ e CD8+, 
• Dosaggio delle cellule NK, 
• Percentuale di espressione di CD64 sui neutrofili, 
• Percentuale di espressione di HLA-DR sui monociti, 
• Dosaggio di IgG, IgM, IgA. 
Oltre ai risultati dei test appena citati, di tutti i pazienti sono stati registrati: data di 
arruolamento, dati antropometrici (sesso, età, peso, altezza, BMI), patologia epatica di 
base e tipologia di regime immunosoppressivo, numero e tipo di trasfusioni di 
emoderivati effettuate in sala operatoria, durata della degenza in terapia intensiva e in 
reparto.  
 
ANALISI STATISTICA 
I dati demografici sono presentati come numero o media ± deviazione standard (DS). I 
dati immunologici sono presentati come media ± DS e come differenza delle medie e 
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intervallo di confidenza (95%). Il test di normalità effettuato sulla popolazione di studio è 
risultato negativo pertanto i dati sono stati considerati non gaussiani. La variazione nel 
tempo di tutti i parametri immunologici è stata studiata utilizzando un test ANOVA ad una 
direzione. Lo studio della significatività statistica della variazione di ogni singolo 
parametro tra due time points è stata effettuata usando il test di Tukey per la 
comparazione multipla. Un valore di P < 0,05 è stato utilizzato per indicare una 
significatività statistica. I dati sono stati analizzati con Graphpad Prism 6 per Windows 
(Graphpad Software, San Diego, California, United States). 
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RISULTATI 
DATI DEMOGRAFICI ED EZIOLOGIA 
I dati presentati e le analisi eseguite rappresentano valutazioni preliminari dello studio. 
Nel corso del periodo di studio, sono stati eseguiti 96 trapianti di fegato su 94 pazienti (2 
re-trapianti). 24 casi su 96 non sono stati arruolati per: re-trapianto (2), infezione da HIV 
(2), regime immunosoppressivo diverso da quello standard (20).  
I dati demografici dei 72 pazienti studiati sono riportati nella Tabella 1. 
Caratteristica Dati 
Sesso maschile (N) 53 
Sesso femminile (N) 19 
Età (anni) 54 ± 9 
BMI (kg/m
2
) 24,5 ± 2,9 
Tabella 1: Dati demografici della popolazione studiata. I dati sono presentati come media ± DS oppure come numero 
di soggetti. 
 
L’infezione da HCV è risultata la causa più frequente di ricorso al trapianto: 25 su 72 
pazienti erano affetti da cirrosi HCV-relata (34,7%), di essi 12 con epatocarcinoma (HCC). 
Le cause che hanno portato al trapianto sono descritte nella Tabella 2 ed illustrate in 
Figura 1.  
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 Totale (%) HCC No HCC 
HCV 25 (34,7%) 12 13 
HBV 18 (25%) 8 10 
CIRROSI ESOTOSSICA 18 (25%) 9 9 
CIRROSI BILIARE PRIMITIVA 4 (5,6%) 2 2 
COLANGITE SCLEROSANTE 3 (4,1%) 0 3 
POLICISTOSI EPATICA 2 (2,6%) 0 2 
EMOCROMATOSI 1 (1,5%) 0 1 
CIRROSI CRIPTOGENETICA 1 (1,5%) 1 0 
 N=72 (100%) N=32 (44,4%) N=40 (55,6%) 
Tabella 2: Patologie di base che hanno portato al trapianto di fegato nella popolazione studiata. I dati sono presentati 
come numero e percentuale del totale. 
 
 
Figura 1: Patologie di base pre-trapianto. 
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LEUCOCITI TOTALI 
Il numero medio di di leucociti totali nella popolazione studiata è stato di 5232/mmc (± 
2445) a T0, di 7037/mmc (± 3732) a T3, di 8292/mmc (± 4171) a T7, di 8468/mmc (± 4629) 
a T14 e di 6598/mmc (± 2236) a T21. Il test ANOVA ad una direzione ha mostrato una 
differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile nel tempo tra i time points 
studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del livello di globuli bianchi è risultata 
statisticamente significativa tra tutti i time points studiati (P < 0,05) tranne che tra T7 e 
T14 e tra T3 e T21.  
La variazione dei leucociti totali è illustrata in Figura 2. 
 
Figura 2: Andamento dei livelli medi di leucociti totali nella popolazione studiata. Dati presentati come media ± DS. 
 
La comparazione multipla dei leucociti totali tra due time points è riassunta nella Tabella 
3. 
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Parametro Time point Differenza 
medie 
Intervallo di confidenza 
(95%) 
 
Significatività 
Leucociti PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
-1804 
-3059 
-3236 
-1366 
-1255 
-1431 
438,5 
-176,6 
1693 
1870 
 
-3036 to -573,0 
-4446 to -1672 
-4696 to -1775 
-2294 to -437,4 
-2393 to -116,1 
-2699 to -163,1 
-788,6 to 1666 
-1334 to 981,1 
386,4 to 3000 
438,9 to 3301 
 
*** 
**** 
**** 
*** 
* 
* 
ns 
ns 
** 
** 
 
Tabella 3: Comparazione multipla dei leucociti totali. Dati presentati come differenza delle medie e intervallo di 
confidenza (95%). NS= non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
 
PARAMETRI DELL’IMMUNITA’ INNATA 
I parametri dell’immunità innata studiati includono la percentuale di cellule NK, la conta 
dei monociti, l’espressione di HLA-DR sui monociti, la conta dei neutrofili e l’espressione 
di CD64 sui neutrofili.  
La media delle cellule NK, presentate come percentuale dei linfociti totali, è stata di 
11,4% (± 7,3) a T0, di 8,4% (± 6,4) a T3, di 7,1% (± 4,5) a T7, di 9,8% (± 8) a T14, e di 9,3% 
(± 7,5) a T21. Il test ANOVA ad una direzione ha mostrato una differenza statisticamente 
significativa (P < 0,05) della variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla 
comparazione multipla, la variazione del livello di NK è risultata statisticamente 
significativa (P < 0,05) tra T0 e T3, tra T0 e T7, tra T0 e T21 e tra T7 e T14. 
La media dei monociti è stata di 437/mmc (± 235) a T0, di 564 (± 342) a T3, di 849 (± 477) 
a T7, di 680 (± 378) a T14, e di 507 (± 218) a T21. Il test ANOVA ad una direzione ha 
mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile nel tempo 
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tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del livello di monociti è 
risultata statisticamente significativa tra tutti i time points studiati (P < 0,05) tranne che 
tra T0 e T21 e tra T3 e T21. 
La media dell’espressione di HLA-DR sui monociti è stata di 85,5% (± 10,4) a T0, di 62,9% 
(± 18,4) a T3, di 72,4% (± 16) a T7, di 75,5% (± 11,3) a T14, e di 82,5% (± 10,6) a T21. Il test 
ANOVA ad una direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 
0,05) della variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la 
variazione di HLA-DR è risultata significativa tra tutti i time points studiati (P < 0,05) 
tranne che tra T0 e T21 e tra T7 e T14. 
La media dei granulociti neutrofili è stata di 3546/mmc (± 2186) a T0, di 5770 (± 3261) a 
T3, di 5922 (± 3598) a T7, di 6317 (± 4178) a T14, e di 4711 (± 1792) a T21. Il test ANOVA 
ad una direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della 
variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del 
livello di neutrofili è risultata statisticamente significativa tra tutti i time points studiati (P 
< 0,05) tranne che tra T3 e T7, tra T7 e T14 e tra T3 e T14. 
La media dell’espressione di CD64 sui neutrofili è stata di 8,8% (± 3,7) a T0, di 8,2% (± 3,1) 
a T3, di 10,1% (± 3,3) a T7, di 9,4% (± 4,1) a T14, e di 8,4% (± 2,9) a T21. Il test ANOVA ad 
una direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della 
variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione di 
CD64 è risultata significativa (P < 0,05) tra T0 e T7, tra T3 e T7 e tra T7 e T21. 
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L’andamento dei parametri dell’immunità innata studiati è illustrato in Figura 3.
 
Figura 3: Andamento dei parametri dell'immunità innata nella popolazione studiata. Dati presentati come media ± 
DS. 
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La comparazione multipla dei parametri della formula leucocitaria tra due time points è 
riassunta nella Tabella 4. 
Parametro Time point Differenza 
medie 
Intervallo di confidenza 
(95%) 
 
Significatività 
NK PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
3,055 
4,312 
1,584 
2,066 
1,258 
-1,471 
-0,9890 
-2,729 
-2,247 
0,4822 
 
 
1,230 to 4,879 
1,965 to 6,659 
-0,7617 to 3,929 
0,005561 to 4,126 
-0,7291 to 3,244 
-3,914 to 0,9718 
-3,276 to 1,298 
-4,886 to -0,5720 
-4,526 to 0,03266 
-1,550 to 2,515 
 
*** 
**** 
ns 
* 
ns 
ns 
ns 
** 
ns 
ns 
 
Monociti PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
-127,5 
-412,2 
-242,6 
-70,10 
-284,7 
-115,1 
57,37 
169,6 
342,1 
172,5 
 
-249,2 to -5,707 
-570,0 to -254,4 
-366,0 to -119,2 
-153,9 to 13,71 
-422,0 to -147,4 
-228,2 to -2,025 
-61,75 to 176,5 
53,98 to 285,3 
199,0 to 485,2 
73,03 to 271,9 
 
* 
**** 
**** 
ns 
**** 
* 
ns 
*** 
**** 
**** 
 
HLA-DR PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
22,69 
13,12 
10,05 
3,044 
-9,562 
-12,64 
-19,64 
-3,078 
-10,08 
-7,003 
 
16,50 to 28,87 
7,285 to 18,96 
5,372 to 14,72 
-1,765 to 7,853 
-16,60 to -2,521 
-18,74 to -6,538 
-26,96 to -12,32 
-8,526 to 2,370 
-15,88 to -4,280 
-11,76 to -2,247 
 
**** 
**** 
**** 
ns 
** 
**** 
**** 
ns 
**** 
*** 
 
Neutrofili PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
-2224 
-2376 
-2771 
-1165 
-151,9 
-546,3 
1060 
-394,5 
-3348 to -1100 
-3639 to -1114 
-4151 to -1391 
-2010 to -318,8 
-1173 to 869,6 
-1712 to 619,5 
5,725 to 2114 
-1394 to 605,2 
**** 
**** 
**** 
** 
ns 
ns 
* 
ns 
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GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
1212 
1606 
 
72,24 to 2351 
322,4 to 2890 
 
* 
** 
 
CD64 PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
0,6671 
-1,297 
-0,6205 
0,4411 
-1,964 
-1,288 
-0,2260 
0,6767 
1,738 
1,062 
 
-0,4021 to 1,736 
-2,469 to -0,1257 
-1,807 to 0,5659 
-0,8153 to 1,697 
-3,013 to -0,9153 
-2,597 to 0,02206 
-1,322 to 0,8699 
-0,3049 to 1,658 
0,6700 to 2,807 
-0,1037 to 2,227 
 
ns 
* 
ns 
ns 
**** 
ns 
ns 
ns 
*** 
ns 
 
Tabella 4: Comparazione multipla dei parametri dell'immunità innata. Dati presentati come differenza delle medie e 
intervallo di confidenza (95%). NS= non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
 
PARAMETRI DELL’IMMUNITA’ ADATTIVA 
I parametri dell’immunità adattiva studiati includono i livelli di immunoglobuline IgG, IgA 
ed IgM ed i livelli delle sottopopolazioni linfocitarie CD4+ e CD8+.  
La media delle IgG è stata di 1837 mg/dl (± 617) a T0, di 1074 mg/dl (± 342) a T3, di 1126 
mg/dl (± 380) a T7, di 1153 mg/dl (± 380) a T14, e di 1161 mg/dl (± 414) a T21. Il test 
ANOVA ad una direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 
0,05) della variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la 
variazione del livello di IgG è risultata statisticamente significativa (P < 0,05) tra T0 e T3, 
tra T0 e T7, tra T0 e T14 e tra T0 e T21. 
La media delle IgA è stata di 422 mg/dl (± 180) a T0, di 227 mg/dl (± 91) a T3, di 235 mg/dl 
(± 96) a T7, di 253 mg/dl (± 98) a T14, e di 252 mg/dl (± 113) a T21. Il test ANOVA ad una 
direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile 
nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del livello di 
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IgA è risultata statisticamente significativa (P < 0,05) tra T0 e T3, tra T0 e T7, tra T0 e T14 e 
tra T0 e T21. 
La media delle IgM è stata di 172 mg/dl (± 122) a T0, di 82 mg/dl (± 43) a T3, di 102 mg/dl 
(± 49) a T7, di 104 mg/dl (± 54) a T14, e di 106 mg/dl (± 52) a T21. Il test ANOVA ad una 
direzione ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile 
nel tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del livello di 
IgM è risultata significativa tra tutti i time points studiati (P < 0,05) tranne che tra T7 e 
T14, tra T14 e T21 e tra T7 e T21. 
La media dei linfociti è stata di 1160/mmc (± 662) a T0, di 569 (± 321) a T3, di 1192 (± 
665) a T7, di 1325 (± 817) a T14, e di 1322 (± 612) a T21. Il test ANOVA ad una direzione 
ha mostrato una differenza statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile nel 
tempo tra i time points studiati. Alla comparazione multipla, la variazione del livello di 
linfociti è risultata statisticamente significativa (P < 0,05) tra T0 e T3, tra T3 e T7, tra T3 e 
T14 e tra T3 e T21. 
La media dei CD4+, presentati come percentuale dei linfociti totali, è stata di 47,1% (± 
10,9) a T0, di 37,8% (± 13,9) a T3, di 45,8% (± 10,4) a T7, di 44,9% (± 11,4) a T14, e di 
43,4% (± 11,8) a T21. Il test ANOVA ad una direzione ha mostrato una differenza 
statisticamente significativa (P < 0,05) della variabile nel tempo tra i time points studiati. 
Alla comparazione multipla, la variazione del livello di CD4+ è risultata statisticamente 
significativa (P < 0,05) tra T0 e T3, tra T0 e T21, tra T3 e T7, tra T3 e T14 e tra T3 e T21. 
La media dei CD8+, presentati come percentuale dei linfociti totali, è stata di 24,4% (± 
10,8) a T0, di 19,8% (± 9) a T3, di 20,7% (± 10,2) a T7, di 22,8% (± 10,1) a T14, e di 24,3% (± 
10,4) a T21. Il test ANOVA ad una direzione ha mostrato una differenza statisticamente 
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significativa (P < 0,05) della variabile nel tempo tra i time points studiati. Alla 
comparazione multipla, la variazione del livello di CD8+ è risultata statisticamente 
significativa tra tutti i time points studiati (P < 0,05) tranne che tra T0 e T14, tra T0 e T21, 
tra T3 e T7 e tra T14 e T21. 
L’andamento dei parametri dell’immunità adattiva studiati è illustrato in Figura 4. 
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Figura 4: Andamento dei parametri dell'immunità adattiva nella popolazione studiata. Dati presentati come media ± 
DS. 
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La comparazione multipla dei parametri dell’immunità adattiva tra due time points è 
riassunta nella Tabella 5. 
Parametro Time point Differenza 
medie 
Intervallo di confidenza 
(95%) 
 
Significatività 
IgG PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
762,2 
710,8 
683,2 
675,2 
-51,44 
-78,95 
-86,97 
-27,51 
-35,53 
-8,027 
 
597,7 to 926,7 
520,2 to 901,3 
483,5 to 882,9 
469,7 to 880,8 
-137,8 to 34,93 
-193,1 to 35,26 
-224,3 to 50,40 
-135,3 to 80,28 
-164,4 to 93,32 
-121,4 to 105,3 
 
**** 
**** 
**** 
**** 
ns 
ns 
ns 
ns 
ns 
ns 
 
IgA PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
195,8 
187,4 
169,3 
170,4 
-8,397 
-26,53 
-25,45 
-18,14 
-17,05 
1,082 
 
154,6 to 237,0 
144,7 to 230,2 
114,6 to 224,0 
116,9 to 223,9 
-26,98 to 10,19 
-57,27 to 4,197 
-60,47 to 9,566 
-47,18 to 10,90 
-49,75 to 15,64 
-23,90 to 26,07 
 
**** 
**** 
**** 
**** 
ns 
ns 
ns 
ns 
ns 
ns 
 
IgM PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
89,84 
70,11 
68,19 
65,97 
-19,73 
-21,64 
-23,86 
-1,918 
-4,137 
-2,219 
  
58,24 to 121,4 
38,80 to 101,4 
34,98 to 101,4 
30,90 to 101,0 
-32,56 to -6,892 
-39,25 to -4,041 
-39,82 to -7,908 
-15,13 to 11,30 
-17,85 to 9,577 
-15,84 to 11,40 
 
**** 
**** 
**** 
**** 
*** 
** 
*** 
ns 
ns 
ns 
 
Linfociti PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
591,2 
-32,06 
-165,0 
-162,2 
-623,2 
-756,2 
-753,4 
-132,9 
398,0 to 784,3 
-267,9 to 203,8 
-428,0 to 97,99 
-400,5 to 76,01 
-804,1 to -442,3 
-982,0 to -530,3 
-919,1 to -587,7 
-313,1 to 47,26 
**** 
ns 
ns 
ns 
**** 
**** 
**** 
ns 
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GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
-130,2 
2,755 
 
-308,5 to 48,13 
-185,6 to 191,1 
 
ns 
ns 
 
CD4+ PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
9,308 
1,314 
2,226 
3,793 
-7,995 
-7,082 
-5,515 
0,9123 
2,479 
1,567 
 
 
5,088 to 13,53 
-1,809 to 4,437 
-1,033 to 5,485 
0,09538 to 7,491 
-11,82 to -4,171 
-10,92 to -3,245 
-10,06 to -0,9665 
-1,993 to 3,818 
-1,232 to 6,191 
-1,895 to 5,029 
 
**** 
ns 
ns 
* 
**** 
**** 
** 
ns 
ns 
ns 
 
CD8+ PRE vs. GPO 3 
PRE vs. GPO 7 
PRE vs. GPO 14 
PRE vs. GPO 21 
GPO 3 vs. GPO 7 
GPO 3 vs. GPO 14 
GPO 3 vs. GPO 21 
GPO 7 vs. GPO 14 
GPO 7 vs. GPO 21 
GPO 14 vs. GPO 21 
 
 
4,622 
3,659 
1,567 
0,05616 
-0,9630 
-3,055 
-4,566 
-2,092 
-3,603 
-1,511 
 
2,743 to 6,501 
0,9290 to 6,389 
-1,112 to 4,246 
-2,545 to 2,657 
-3,587 to 1,661 
-5,548 to -0,5617 
-7,319 to -1,812 
-4,152 to -0,03198 
-5,819 to -1,386 
-3,513 to 0,4915 
 
**** 
** 
ns 
ns 
ns 
** 
*** 
* 
*** 
ns 
 
Tabella 5: Comparazione multipla dei parametri dell'immunità adattiva. Dati presentati come differenza delle medie 
e intervallo di confidenza (95%). NS= non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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DISCUSSIONE 
Il “target” ottimale di immunosoppressione nel paziente trapiantato con organi solidi 
(fegato,cuore, rene, pancreas, intestino e multi-viscerale) rappresenta da anni l’obiettivo 
di molte ricerche nel settore della trapiantologia. Sicuramente, l’immunosoppressione 
permette di prevenire il rigetto dell’organo trapiantato  ma espone il paziente ad un 
rischio aumentato di infezioni, nuove neoplasie ed in alcuni casi di recidiva della malattia 
di base. Purtroppo fino ad oggi, l’unico strumento disponibile ed impiegabile nella pratica 
clinica per valutare il livello di immunosoppressione è il dosaggio dei farmaci a livello 
sierico. Tale approccio, però, non consente di valutare il reale stato della bilancia 
immunologica del paziente. Ciò che sarebbe davvero utile sarebbe infatti uno strumento 
che misuri l’immunocompetenza del paziente trapiantato in base al quale possa essere 
poi individualizzato il dosaggio dei farmaci  immunosoppressori. Ciò per ottenere un 
utilizzo razionale degli immunosoppressori al fine di prevenire da un lato una over-
immunosoppressione, che espone il paziente a rischio di infezioni opportunistiche ed 
effetti tossici da farmaci e dall’altro una immunosoppressione insufficiente che 
esporrebbe al rischio di rigetto del graft. Il dosaggio sierico degli immunosoppressori non 
è capace da solo ad ottenere questo risultato. Infatti, occorre ricordare che per gli 
inibitori della calcineurina non esistono ranges terapeutici di riferimento  e che il livello 
plasmatico del farmaco non correla con l’efficacia immunosoppressiva. 
Inoltre, una valutazione dell’immunosoppressione sulla base del solo livello sierico dei 
farmaci “perde di vista” l’effetto sulla bilancia immunitaria risultante dall’azione 
combinata di inibitori della calcineurina e gli altri farmaci che fanno parte del regime 
immunosopressivo standard post-trapianto (steroidi ed antimetaboliti). Infine, altri fattori 
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impattano significativamente sull’immunità post-operatoria dei soggetti sottoposti a 
trapianto: condizioni cliniche del paziente, background genetico, sesso, età, trauma 
chirurgico, tipo di anestesia. 
In sintesi, l’analisi preliminare dei dati raccolti ha evidenziato: 
• La variazione dei leucociti in relazione allo stimolo chirurgico rispecchia quello di 
un paziente non immunosoppresso, ma attraverso un incremento moderato: il 
livello dei globuli bianchi infatti da T0 (5232/mmc ± 2445) incrementa 
significativamente a T3 (7037/mmc ± 3732) fino ad un massimo a T7 (8468/mmc ± 
4171), per poi ridursi fino a tornare ai valori iniziali.  
• Anche i granulociti neutrofili rispecchiano l’andamento dei linfociti, mentre la loro 
attivazione, espressa da un incremento dell’espressione di CD64, risulta 
statisticamente significativa  (p < 0,05) al termine della prima settimana dal 
trapianto. 
• I monociti, così come il parametro relativo alla loro attivazione (HLA-DR),  
decrementano nell’immediato postoperatorio recuperando successivamente fino 
a tornare ai valori di partenza (p tra T0 e T21 non significativa).  
• Le cellule NK, deputate a riconoscere cellule infettate o trasformate  dalle cellule 
self, si riducono rispetto a T0 rimanendo per il periodo monitorato a valori inferiori 
rispetto  a quelli di partenza. 
• La variazione della conta dei linfociti riflette la risposta all’immunosoppressione 
farmacologica, indirizzata prevalentemente verso il rigetto cellulo-mediato. Tali 
cellule subiscono una riduzione significativa quanto attesa tra T0  (1160/mmc  ± 
662) e T3 (569/mmc ± 321), visto che lo stimolo farmacologico dato dall’induzione 
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dell’immunosoppressione è maggiore in questi primi tre giorni. Lo stesso 
andamento è stato osservato anche nei CD4+ e nei CD8+. 
• La variazione delle immunoglobuline risulta significativa nei vari time points 
studiati. In particolare la riduzione delle IgM è altamente significativa tra T0, T3 e 
T7 e rimane stabilmente ridotta sui valori raggiunti a T7 fino a T21. Sarebbe 
importante valutare l’andamento di questo parametro nei pazienti che sviluppano 
infezioni clinicamente rilevanti. 
La malattia cirrotica già di per sé è caratterizzata da alterazioni del sistema immunitario, 
in particolare un deficit di cellule NK e un’alterazione funzionale dei linfociti B
40
; a queste 
caratteristiche è necessario aggiungere le variazioni immunologiche create dalla 
procedura di trapianto ortotopico di fegato e della successiva ed immediata 
somministrazione di immunosoppressori per modulare la risposta dell’organismo verso il 
graft. Sebbene i farmaci immunosoppressori utilizzati (metilprednisolone, tacrolimus, 
basiliximab, micofenolato mofetile) abbiano un’azione inibitoria diretta principalmente 
verso l’attività dei linfociti T, anche l’attività dei sistemi dell’immunità innata appaiono 
variati in maniera significativa, indicando un’interdipendenza sostanziale dei due sistemi. 
 
LEUCOCITI TOTALI 
Nel nostro studio la concentrazione sierica di leucociti totali appariva nei limiti della 
norma a T0, per subire poi un significativo progressivo aumento, con un picco a T7-T14. 
Durante la terza settimana post-trapianto si osservava una iniziale riduzione della 
leucocitosi, che rimaneva comunque presente a valori non differenti di quelli di T3. Questi 
risultati possono essere comparati con quelli di uno studio di Singh et al.
41
 in cui su 47 
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pazienti sottoposti a trapianto di fegato gli autori avevano osservato una leucocitosi 
isolata, in assenza di sintomi e di correlazione con episodi infettivi documentati, presente 
nel 70% dei casi con due picchi: uno in 3° giornata e uno a 7-14 giorni post-intervento. 
Nello studio di Singh, il primo picco a T3 era stato attribuito a una risposta fisiologica 
dell’organismo all’intervento chirurgico, alle perdite ematiche intraoperatorie, al rilascio 
di endotossine durante la fase di riperfusione del graft e alla somministrazione del bolo 
intraoperatorio di corticosteroidi per l’induzione dell’immunosoppressione
41
.  Per quanto 
riguarda il secondo picco a T7-T14, l’ipotesi del gruppo di Singh era quella di un effetto 
rebound di correzione dell’ipersplenismo presente nel preoperatorio. Nei pazienti 
cirrotici, la splenomegalia che consegue all’ipertensione portale provoca spesso 
leucopenia e trombocitopenia. La correzione dell’ipertensione portale provocherebbe 
una riduzione volumetrica della milza e, conseguentemente, una transitoria leucocitosi. 
Un incremento dei leucociti totali è un’evenienza comune e transitoria nei primi 14 giorni 
post-trapianto di fegato come conseguenza dell’intervento chirurgico, della terapia 
corticosteroidea e della correzione dell’ipersplenismo. Tale leucocitosi, in assenza di 
febbre e positività di indagini colturali, non dovrebbe essere considerata un segno 
precoce di infezione
41
.  
 
PARAMETRI DELL’IMMUNITA’ INNATA 
Monociti ed espressione di HLA-DR 
I monociti e macrofagi hanno un ruolo centrale nella risposta immunitaria contro agenti 
estranei e nella patogenesi della sepsi. La loro funzione è essenziale per la fagocitosi e la 
neutralizzazione dei microrganismi, per la produzione di citochine e le presentazione degli 
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antigeni microbici ai linfociti T
42
. Nella popolazione studiata, abbiamo osservato un 
progressivo significativo aumento dei monociti circolanti nel post-operatorio con un picco 
a T7. Successivamente, i livelli si riducevano fino a tornare a valori non diversi da quelli 
preoperatori a T21. 
L’espressione di HLA-DR sui monociti è un marker di immunosoppressione e aumentato 
rischio infettivo ampiamente studiato. Bassi livelli di HLA-DR sono associati ad aumentato 
rischio di infezione in pazienti con trauma, sottoposti a chirurgia addominale maggiore, 
interventi neurochirurgici ed in pazienti portatori di device di assistenza ventricolare in 
attesa di trapianto di cuore
43-48
.  
Nel nostro studio, i livelli di HLA-DR a T0 risultavano normali. In terza giornata 
postoperatoria si assisteva ad un decremento significativo del marker, seguito dalla sua 
progressiva risalita fino a tornare a valori comparabili a quelli pre-trapianto a T21.  
In uno studio di Haveman et al.
43
 su pazienti trapiantati di fegato, i pazienti che 
sviluppano complicanze infettive mostravano un’espressione di HLA-DR sui monociti 
significativamente e persistentemente ridotta in 7°, 14°, 21° e 28° giornata 
postoperatoria. La riduzione di HLA-DR non era presente pre-trapianto e si estrinsecava 
già 1-8 giorni prima dell’esordio clinico dell’infezione. Inoltre un livello di HLA-DR 
persistentemente < 30% era associato con outcome sfavorevole. Nei pazienti con 
complicanze infettive, i livelli di HLA-DR risultavano bassi già 3 giorni prima della diagnosi. 
Lo studio di Haveman concludeva che l’espressione di HLA-DR sui monociti poteva essere 
un marker affidabile di immunodeficit ed aumentato rischio infettivo nei pazienti 
trapiantati di fegato nel primo mese post-trapianto, con un valore predittivo positivo di 
infezione del 71% e un valore predittivo negativo dell’85%
43
.  
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Al momento non esistono dei cut-off chiari per stabilire quali siano valori 
patologicamente bassi di HLA-DR, pertanto la metodica non è ad oggi standardizzata. 
Ciononostante il monitoraggio della sua espressione sui monociti è un marker valido ed 
affidabile di immunodeficit e potrebbe essere usato nella pratica clinica per adattare la 
terapia immunosoppressiva alle necessità del singolo paziente
43
.   
 
Neutrofili ed espressione di CD64  
Nella popolazione studiata la concentrazione sierica di neutrofili rientrava nei valori di 
riferimento per pazienti sani a T0. Successivamente si assisteva ad un incremento 
significativo con un picco a T14. La concentrazione di neutrofili è rimasta comunque entro 
i valori di riferimento per tutto l’intervallo di tempo preso in esame.  
Il recettore FcγRI (CD64), ad alta affinità per le IgG, è coinvolto nei processi di fagocitosi e 
killing intracellulare dei microrganismi patogeni
49,50
. L’interazione tra il recettore e la 
porzione Fc delle immunoglobuline innesca il burst respiratorio dei neutrofili, la 
degranulazione e i meccanismi di tossicità cellulare anticorpo-dipendente. Il recettore 
CD64 è espresso costitutivamente sulla superficie dei neutrofili inattivi
51
. Durante 
un’infezione batterica, in particolare da germi Gram negativi, la sua espressione sui 
neutrofili attivati aumenta in maniera significativa
51-53
.  
Nel nostro studio abbiamo osservato un incremento statisticamente significativo 
dell’espressione di CD64 a T7, con un progressivo successivo decremento fino a livelli 
comparabili con quelli di T0. 
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L’espressione di CD64 sui neutrofili è stata studiata per stratificare il rischio di infezione in 
neonati pretermine sottopeso. Un aumento dell’espressione di CD64 rispetto ai valori di 
base si è dimostrato un marker efficace in grado di predire un episodio infettivo in questa 
popolazione con elevati valori predittivi positivo e negativo
49
.  
In uno studio di Grey et al
54
. è stata analizzata la correlazione dell’espressione di CD64 
con episodi infettivi in 42 pazienti sottoposti a trapianto d’organo (fegato, rene e rene-
pancreas). Lo studio ha dimostrato che l’aumento dell’espressione di CD64 rispetto ai 
valori basali è un marker affidabile nella valutazione diagnostica di pazienti trapiantati nel 
sospetto di infezioni post-operatorie, con una specificità, sensibilità e valore predittivo 
positivo superiori a quelli della conta dei leucociti totali. L’utilizzo dell’espressione di CD64 
è pertanto un marker affidabile e riproducibile, anche se al momento non esistono valori 
di riferimento standardizzati che permettano di stratificare con chiarezza l’entità di un 
aumento della sua espressione.  
 
Cellule NK  
Le cellule NK (CD56+CD3-) sono una componente chiave del sistema immunitario innato e 
sono diffuse in tutti i tessuti dell’organismo, ma trovano i loro maggiori reservoir nel 
polmone e nel fegato. Il loro ruolo è quelo di produrre varie citochine, tra cui IFN-γ, ed 
eliminare cellule tumorali, microrganismi patogeni ed epatociti danneggiati. Le cellule NK, 
inoltre, funzionano come cellule regolatorie capaci di influenzare l’attività di DC, cellule di 
Kupffer/macrofagi, linfociti T e B e cellule endoteliali
55
.  
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La percentuale di cellule NK nella popolazione studiata ha mostrato una progressiva 
significativa riduzione nel post-trapianto, fino a giungere ad un nadir a T14. La 
percentuale media di NK è rimasta comunque entro l’intervallo di valori normali in tutti i 
time points dello studio. 
In uno studio pubblicato recentemente su 50 pazienti critici con sepsi severa
56-57
, è stato 
osservato che i livelli assoluti e percentuali di cellule NK erano significativamente più alti 
nei pazienti deceduti, che mostravano pertanto una minore deplezione delle cellule NK 
rispetto ai sopravvissuti. 
Inoltre, le cellule NK che risiedono nel fegato vengono trasferite nell’organismo del 
ricevente insieme al graft
58,59
. Pertanto, è stato ipotizzato un ruolo di queste cellule NK 
del donatore nell’inibizione delle reazioni di rigetto attraverso l’eliminazione delle cellule 
presentanti l’antigene del ricevente.  Le NK inibirebbero così la via indiretta di 
presentazione degli alloantigeni promuovendo la tolleranza immunologica
60
. 
Al momento non ci sono studi in letteratura che prendano in considerazione il ruolo delle 
cellule NK come marker di aumentato rischio di infezione o di rigetto in pazienti 
sottoposti a trapianto di fegato. 
 
PARAMETRI DELL’IMMUNITA’ ADATTIVA 
Immunoglobuline (IgG, IgA, IGM) 
Le immunoglobuline sono sintetizzate dai linfociti B e si distinguono in diversi isotipi a 
seconda dell’espressione delle catene pesanti
4
.  
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Le IgG (gammaglobuline) sono le più comuni nel siero, rappresentando circa l’80% delle Ig 
circolanti, e sono le più efficaci opsonine di cui l'organismo dispone, con la funzione di 
stimolare la fagocitosi dei microrganismi da parte dei fagociti e di attivare il 
complemento.  
Le IgA sono prodotte soprattutto a livello del tessuto linfoide associato alle mucose 
(MALT) del tratto digerente e respiratorio e sono deputate principalmente alla protezione 
delle mucose stesse da agenti batterici. 
Le IgM hanno due funzioni che si rispecchiano nelle due possibili conformazioni in cui 
possono essere sintetizzate: se prodotte in forma monomerica, rimangono ancorate sulla 
superficie dei linfociti B naïve e funzionano da recettore per l'antigene, captando le 
molecole estranee con cui il linfocita viene a contatto e trasmettendo un segnale di 
attivazione; le IgM pentameriche, invece, vengono secrete nell'ambiente extracellulare e 
svolgono la funzione di opsonizzazione e di attivazione del complemento. 
Nei pazienti cirrotici i livelli sierici di immunoglobuline sono generalmente elevati come 
risposta aspecifica alla stimolazione del sistema reticolo-endoteliale dovuta all’aumentata 
traslocazione batterica intestinale. Nel nostro studio i pazienti mostravano elevati livelli 
medi pre-intervento di tutte e tre le classi di immunoglobuline. Già a T3 si assisteva ad 
una riduzione significativa della concentrazione sierica di IgG, IgA ed IgM che rientravano 
nei valori di riferimento per la popolazione sana. A tale decremento, stabile fino a T21 per 
IgG ed IgA, seguiva successivamente un significativo aumento delle IgM al di sopra dei 
valori di riferimento da T3 a T7-T14. 
In relazione all’importanza delle gammaglobuline nei pazienti sottoposti a trapianto 
d’organo, una recente meta-analisi ha dimostrato che una ipogammaglobulinemia lieve 
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(IgG 400-700 mg/dl) o severa (IgG < 400 mg/dl) si osserva rispettivamente nel 39% e 15% 
dei pazienti nel primo anno post-trapianto
61,62
. Il braccio umorale della risposta 
immunitaria è responsabile principalmente della clearance dei batteri capsulate 
attraverso la loro opsonizzazione, neutralizzazione degli antigeni ed attivazione del 
complemento. La rilevazione di ipogammaglobulinemia post-trapianto potrebbe pertanto 
essere un importante marker di esagerata immunosoppressione e rischio di infezione
62
.  
Uno studio prospettico recente in pazienti trapiantati di rene
63
 ha dimostrato una 
relazione dose-effetto nell’occorrenza di infezioni in accordo con i livelli sierici di IgG: ad 
un’ipogammaglobulinemia più marcata corrispondeva un maggiore rischio di complicanze 
infettive. Inoltre, uno studio di Doron et al.
64
 ha dimostrato una ridotta sopravvivenza a 
lungo termine in pazienti trapiantati di fegato con ipogammaglobulinemia, anche in 
assenza di effetti sull’incidenza di infezione. Nonostante le limitazioni in questi studi 
dovute all’eterogeneità dei pazienti ed alla mancanza di una definizione standard di 
ipogammaglobulinemia lieve o severa, il monitoraggio della parte umorale dell’immunità 
innata attraverso il dosaggio delle IgG offre due vantaggi: primo la nefelometria come 
tecnica di dosaggio è diffusa in ogni laboratorio, standardizzata ed economica. Secondo, 
al contrario di altri difetti dell’immunità riscontrabili in pazienti trapiantati, 
l’ipogammaglobulinemia è potenzialmente reversibile attraverso l’infusione endovenosa 
di gammaglobuline, senza che questa provochi un incremento del rischio di rigetto
65
.  
Non esistono al momento studi in letteratura sull’andamento post-trapianto delle IgA e 
delle IgM e sulle loro potenzialità diagnostiche.  
 
Linfociti totali 
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L’attivazione linfocitaria attraverso le due vie diretta e indiretta gioca un ruolo 
fondamentale nella risposta immunitaria che si innesca nel post-trapianto, come già 
ampiamente discusso. 
Nel nostro studio, la concentrazione ematica media di linfociti a T0 risultava nella norma. 
Successivamente si assisteva a una riduzione significativa del numero di linfociti, con un 
nadir a T3, seguita da un rapido riassestamento dei valori che tornavano sovrapponibili a 
quelli pre-trapianto già a T7 e rimanevano stabili per tutto il tempo dello studio.  
Questa riduzione potrebbe essere imputabile all’induzione dell’immunosoppressione con 
alte dosi di farmaci anti-rigetto, ed in particolare al bolo di corticosteroidi somminstrato 
in pazienti non HCV-positivi
66
. 
 
Linfociti CD4+ e CD8+ 
L’importanza della differenziazione dei linfociti in CD4+ e CD8+ nella risposta immunitaria 
post-trapianto è già stata discussa.  
Nel presente studio, la percentuale media di linfociti CD4+ e CD8+ a T0 risultava nella 
norma.  
Successivamente si assisteva a una riduzione significativa del numero di CD4+, con un 
nadir a T3, seguita da un riassestamento dei valori che tornavano sovrapponibili a quelli 
pre-trapianto già a T7. Tra T0 e T21 abbiamo osservato una ulteriore riduzione dei CD4+, 
statisticamente significativa.    
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Per quanto riguarda i CD8+, l’andamento nel postoperatorio rispecchia quello dei linfociti 
totali, con una riduzione significativa a T3 e un più lento riassestamento a valori simili a 
quelli pre-trapianto, che si osservavano a T14 e T21. 
L’importanza delle sottopopolazioni linfocitarie nel post-trapianto è simile a quella 
osservata nei pazienti con infezione da HIV, pertanto il monitoraggio dei livelli di linfociti 
CD4+ e CD8+ potrebbe essere una metodica promettente in grado di stratificare il rischio 
di infezione nei pazienti trapiantati di fegato
61
. Uno studio di Calarota et al.
67
 ha preso in 
considerazione misurazioni ripetute delle concentrazioni ematiche di CD4+ e CD8+ 
durante i primi 8 mesi post-trapianto di rene e cuore. Il risultato è stato che i pazienti con 
livelli più bassi di CD4+ e CD8+ risultavano maggiormente a rischio di sviluppare infezioni 
opportunistiche. Nel contesto di pazienti con infezione da HIV sottoposti a trapianto di 
rene, un livello di CD4+ ≤ 200 cellule/ml era associato all’aumentato rischio di infezioni 
gravi o da opportunisti
68
, mentre in uno studio prospettico recente su 82 pazienti 
sottoposti a trapianto di fegato, un livello di CD4+ ≤ 300 cellule/ml era associato 
all’insorgenza di infezioni opportunistiche
61
. 
La misurazione delle sottopopolazioni linfocitarie, ed in particolare dei livelli di CD4+ e 
CD8+ è un esame tecnicamente semplice, standardizzato e facile da interpretare e 
potrebbe essere utilizzato routinariamente nella pratica clinica per lo studio 
dell’immunità adattiva nei pazienti sottoposti a trapianto di fegato.  
 
In conclusione, l’analisi preliminare del presente studio fornisce per la prima volta la 
“mappa” immunologica reale dei primi 21 giorni successivi al trapianto di fegato, 
fornendo lo strumento conoscitivo di base per una maggiore e più approfondita 
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comprensione della risposta immunitaria post-trapianto al fine dell’individuazione di 
biomarker utili a monitorare in tempo reale il reale status della bilancia immunologica in 
un periodo fra i più critici del decorso post-trapianto come le prime settimane seguenti 
alla procedura. 
I  dati di questo studio potranno essere quindi usati come base di partenza per ulteriori 
studi che dovranno individuare un bundle di esami per l’immunomonitoraggio del 
paziente sottoposto a trapianto di fegato.  
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